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RESUMEN

Los Vibrios y Pseudomonas son microorganismos patégenos comunes en cuerpos de agua
marina, formando parte natural del medio. La cantidad de estos microorganismos puede
variar segun el tipo de marea y la fase lunar en la que se encuentre. El presente trabajo se
realizd con el objetivo de analizar la variacion temporal de la concentracion de Vibrios y
Pseudomonas durante la transicion intermareal en el Estero Huayld, mediante cultivos
microbiologicos para determinar las diferencias en la concentracion de bacterias en los
dos estados intermareales.

Se utilizo el agar TCBS para identificar Vibrios y el agar Cetrimide para la identificacion
de Pseudomonas, con diluciones de 10-1/10-2. Con los resultados obtenidos se determino
que en bajamar existié la mayor cantidad de microorganismos Vibrios y Pseudomonas.
La prueba de ANOVA con test de Duncan (p <0,05), se determin6 que la carga de Vibrios
en la fase Luna Menguante fue de 942,50 UFC/ml significativamente diferente a las
concentraciones de las otras fases lunares. Sin embargo, los resultados obtenidos en este
estudio indican que durante la Luna Llena se observd una mayor concentracion de Vibrios
(762,11 UFC/ml) en comparacion con las otras fases lunares. Finalmente, la Luna Nueva
presento la concentracion mas alta de Pseudomonas, con valores de 3272 UFC/m.

Palabras claves: Vibrios, Pseudomonas, variacion intermareal, ciclo lunar.



ABSTRACT

Vibrios and Pseudomonas are common pathogenic microorganisms in marine water
bodies and are a natural part of the environment. The amount of these microorganisms
can vary depending on the type of tide and the lunar phase in which it is found. The
present work was carried out to analyze the temporal variation of the concentration of
Vibrios and Pseudomonas during the intertidal transition in the Estero Huayla, using
microbiological cultures to determine the differences in the concentration of bacteria in

the two intertidal states.

TCBS agar was used for the identification of Vibrios and Cetrimide agar for the
identification of Pseudomonas, with dilutions of 10-1/10-2. With the results obtained, it
was determined that during low tide the greatest number of Vibrioss and Pseudomonas
microorganisms existed. The ANOVA test with Duncan's test (p<0.05) determined that
the Vibrioss load in the Waning Moon phase was 942.50 CFU/ml, significantly different
from the concentrations of the other lunar phases. However, the results obtained in this
study indicate that during the Full Moon, a higher concentration of Vibrios (762.11 CFU)
was observed compared to the other lunar phases. Finally, the New Moon presented the

highest concentration of Pseudomonas, with values of 3272 CFU.

Keywords: Vibrios, Pseudomonas, intertidal variation, lunar cycle.
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CAPITULO I

1. INTRODUCCION

El impacto ecoldgico que causa la presencia de asentamientos humanos aledafios
a rios, esteros y mares es muy notable, y mas aun cuando hay la presencia de industrias
de por medio que tratan de beneficiarse del medio natural sin determinar un plan de riesgo

para mitigar el dafio al ecosistema.

Las grandes masas de agua cercanas a ciudades actualmente se encuentran con un
alto grado de contaminacién como es el caso del Estero Huayla, ubicado en la provincia
de EIl Oro, este recibe descargas constantes de aguas rio arriba que vienen cargadas de
nutrientes y materiales de desecho ocasionados por industrias como bananeras, minerias
y camaroneras. Sin embargo, estas no son las Unicas causantes de contaminacion, el
crecimiento poblacional da como resultado la actividad pesquera, la cual viene
acompafada de beneficios para la poblacion, pero un gran perjuicio para el ecosistema
marino, ya que los desechos de esta actividad fueron en aumento con el pasar del tiempo

lo que desencadeno como un fuerte impacto ambiental.

Un estero esta influenciado por la accion de la marea que ayuda fuertemente a la
depuracion y resistencia del medio a la contaminacién ya existente, este efecto
intermareal ayuda a la salida de solidos en suspension y algunos sedimentos haciendo que
la marea los arrastre fuera del area del estero, y durante la crecida esta viene con agua
nueva y por accion del golpe del mar viene cargada de oxigeno, factor muy importante al
momento de oxidar materia organica (Gonzales, Tejeda, & Pilaloa, 2021). En la
acuacultura continental del Ecuador, un estero es el recurso que le sirve de abastecimiento

de agua para los cultivos acuicolas.
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El presente trabajo de investigacion contribuye con el conocimiento de la
variacion bacteriana que puede ocurrir dentro de un estero localizado en la costa del
Ecuador, teniendo en cuenta que es un cuerpo de agua con un alto grado de

contaminacion.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El estero Huayla es un cuerpo de agua perteneciente a la parroquia Puerto Bolivar
el cual es receptor de la pesca artesanal a pequefia escala donde llegan especies marinas
ya sean peces, crustaceos y moluscos. La hidrodinamica del estero esta sometida a un
efecto intermareal, el cual tiene la particularidad de hacer un vaciado parcial del caudal

del estero con influencia de la marea.

Las actividades humanas presentes en las orillas del estero Huayla, podrian
generar elevados indices de contaminacion. Asi mismo, la dinamia intermareal causa el
efecto de limpieza trayendo consigo las especies marinas de aguas abiertas. Ademas, esta
dindmica afecta la variacion de microorganismos heterétrofos, haciendo que la

concentracion bacteriana original del estero fluctué.

La dindmica bacteriana varia constantemente por el efecto de varios factores
ambientales, por tal razon se requiere tener un mayor conocimiento sobre el ciclo de
marea con mayor concentracion de bacterias como medida para la proteccién de este

recurso.

12



3. JUSTIFICACION

La presente investigacion se efectda con la finalidad de conocer la variacion de
microorganismos como Vibrios y Pseudomonas presentes en el agua por efecto
intermareal y lunar, dando como resultado el conocer qué tipo de marea y que fase lunar
tienen mayor carga bacteriana, dentro del area del estero Huayla, el cual es un cuerpo de

agua gue esta delimitada por varios cultivos acuicolas y otras actividades humanas.

Diversos cultivos acuicolas utilizan el agua del estero para sus actividades de
cultivo sin tener conocimiento de sus condiciones fisico-quimicas y bioldgicas. Por
ejemplo, la carga bacteriana que estan ingresando a las piscinas de cultivo, por tal motivo,
los resultados de esta investigacion ayudaran a tener un mejor panorama del uso del agua
en diferentes condiciones intermareales para entender el momento mas propicio para

hacer un ingreso de agua dentro de las granjas acuicolas aledafias al estero.

13



4. OBJETIVOS

4.1 Obijetivo general

Analizar la variacion temporal de la concentracion de Vibrios y Pseudomonas
durante la transicion intermareal en el Estero Huayla, mediante cultivos microbioldgicos
para determinar las diferencias en la concentracion de bacterias en los dos estados

intermareales.

4.2 Obijetivos especificos

. Determinar la concentracion microbiana en el agua del estero
Huaylé durante los momentos intermareales de pleamar y bajamar

o Determinar la concentracion microbiana en los diferentes estados
lunares de la pleamar y bajamar en el agua del estero Huayla.

o Analizar los parametros fisico-quimicos en el agua del Estero

Huaylé durante los momentos intermareales de pleamar y bajamar.

14



5. HIPOTESIS

La hipétesis que se plantea es que la concentracidn bacteriana en el estero Huayla

fluctua significativamente en las diferentes fases intermareales.

15



CAPITULO 11

6. REVISION DE LITERARTURA

6.1 Estero Huayla

El estero Huayla se encuentra ubicado en la ciudad de Machala, el cual es una
masa de agua en el cual se depositan gran cantidad de residuos contaminantes
provenientes de la industria agricola, cultivo de banano, camaronicultura y efluentes
domésticos sin tratamiento, laboratorios de criaderos de larvas y aguas servidas. El estero
Huayl4, esta siendo afectado por el incremento poblacional, accién intermareal y dafios

causados por impactos ambientales (Gonzalez, y otros, 2018).

6.2 Topografia del Estero Huayla

(Gonzélez, y otros, 2018) establecen que el estero Huayl& se encuentra situado
geogréaficamente en 3° 15°55” latitud Sur del Ecuador y 80°00°01” longitud Oeste.
Localizado hacia el Este del estero Santa Rosa, cerca de la isla Jambeli y a una distancia
de 10 minutos de Machala, con una elevacion de 3 metros sobre el nivel del mar. Los
mismos autores también mencionan que Puerto Bolivar, situado en la ciudad de Machala,
es el segundo puerto mas importante de Ecuador, a una distancia de millas nauticas de
4.5 desde la boya de mar hasta los puntos de desembarque. Su ubicacién privilegiada, le
facilita estar a una distancia de 13 millas de las rutas del trafico mundial. Cuenta con una
extension de aproximadamente 4,24 Km. El ancho vario entre 50 y 94 m'y su profundidad

aproximada es de 10 metros.
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6.3 Caracteristica del Estero Huayla

Un estero es una formacidn geogréafica que se caracteriza por ser un cuerpo de
agua de menor tamarfio que un rio, el estero Huayla se rige a esta denominacion, pero su
caracteristica principal es el estado de contaminacidn en el que se encuentra, la polucion
en el estero Huayla va en aumento con el paso del tiempo, debido a las descargas regulares
de aguas residuales procedentes de Machala y Puerto Bolivar. Esta situacion se ve
agravada por la accién de las corrientes marinas, asi como por las circunstancias que
resultan de las mareas altas y bajas. Estos factores en conjunto permiten la
descomposicion de particulas y la aglutinacion de sedimentos en el Estero (Montenegro,

2017).

6.4 Contexto Histérico del Estero Huayla

6.4.1 Habitantes

Segun un Censo que fue llevado a cabo en el afio 2010 por el Instituto Nacional
de Estadisticas y Censo, se determina que Puerto Bolivar cuenta con 245.972 habitantes,
de los cuales 11.207 son residentes mujeres y 11.526 hombres. Tiene aproximadamente
una extension de 350 hectareas (Poma & Cuenca, 2022). La actividad comercial se
reemplazd con zonas pesqueras, hoteleras, gastrondmicas, las cuales han sido la mayor

fuente de ingreso en los Ultimos afios.

6.4.2 Tradicion pesquera

Loa autores (Fernandez, Brito, Mendoza, & Villavicencio, 2021) mencionan que
la pesca artesanal, en Puerto Bolivar es una actividad que se ha dado desde hace muchos
afos atras, la cual fue utilizada como una fuente de subsistencia. Hay oficios que se fueron
heredando de generacion en generacion como la recoleccion de conchas, la cual ha sido
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una tradicion muy antigua realizada en el manglar, la actividad ha trascendido durante
muchos afios. Los mismos autores establecen que cerca del 60% de los pescadores
artesanales orenses estan ubicados en Puerto, Sin embargo, con la contaminacion de la
actualidad, las especies del lugar han ido desapareciendo dejando sin fuente de trabajo a

diversos pescadores artesanales.

6.5 Caracteristica de la calidad de agua del Estero Huayla

Segun (Rivera, y otros, 2020) los esteros son considerados como una extension
pantanosa de amplio tamafio que regularmente es llenado por agua de la lluvia o por el
desbordamiento de un rio. Un gran problema que se da en el Estero es la liberacion de
aguas sin tratamiento, la cual es vertida en manglares y esteros, convirtiéndose en una
problematica ambiental y un peligro hacia los habitantes. Estos mismos investigadores
mencionan que el deterioro de la calidad de agua de los Esteros se presenta por diversos
factores como crecimiento de la actividad industrial, aumento de la poblacion y cambios
ambientales, también se puede mencionar que la carencia de informacion cientifica que

ayude a la implementacion medidas adecuadas para recuperacion y sostenibilidad.

6.5.1 Parametros fisico-quimicos de agua de Estero

6.5.1.1 Turbidez

La opacidad del agua se origina debido a la presencia de particulas en suspension,
que pueden incluir elementos como arcilla, lodo, materia organica e inorgénica finamente
dividida, compuestos organicos disueltos que poseen color, organismos plancténicos y

otros microorganismos (Moresi, 2019).

Segun (Marin & Arriojas, 2020), desde el punto de vista de la calidad del agua,
una mayor turbidez conlleva un aumento en la temperatura del agua, ya que las particulas
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suspendidas absorben mas calor. Esto, a su vez, reduce la concentracion de oxigeno
disuelto (DO), dado que el agua caliente retiene menos DO que el agua fria. Ademas, una
mayor turbidez limita la cantidad de luz que puede penetrar en el agua, lo que disminuye

la fotosintesis y, por ende, la produccién de oxigeno.

6.5.1.2 pH

Los esteros tienen un promedio de pH que varia entre 7,29 y 7,66, valores que se
encuentran dentro de los limites permitidos, esta medida puede variar segun el sitio de la

toma o de otros factores ambientales (Osorto, Martinez, & Merlo, 2023).

6.5.1.3 Temperatura

La temperatura desempefia una funcion significativa en varios procesos que ocurren en el
agua en términos de sus propiedades fisicas. Un ejemplo notorio es su impacto en la
capacidad de disolver sales y oxigeno, elementos esenciales para la vida. Ademas, a
ciertas temperaturas, pueden tener lugar reacciones quimicas y bioquimicas (Guadalupe,

2018).

6.5.1.4 Oxigeno disuelto

La cantidad de oxigeno disuelto es un factor critico que se utiliza para determinar

la calidad del agua. (Garcia, 2019).

6.6 Variacion intermareal

6.6.1 Ciclo de marea

(Lizano, 2002) menciona que el proceso de alternancia entre pleamar y bajamar,

conocido como ciclo de marea, se caracteriza por su regularidad y constancia en las areas
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costeras. Este fendmeno se encuentra influenciado por la interaccién gravitatoria ejercida
por la Luna y el Sol sobre la Tierra, ademas de ser modulado por diversos elementos
geograficos y oceanograficos de caracter local. EI mismo autor afirma que las fuerzas
responsables de la generacion de las mareas pueden ser representadas como la
combinacion de componentes arménicos constantes y simples, los cuales estan asociados

con la posicion y orbita de la Luna y el Sol alrededor de la Tierra.

6.6.2 Pleamar y Bajamar

(Zelada, 2020) indican que los dos momentos diarios en que el nivel del agua del
mar alcanza su punto mas alto en un area costera y el mas bajo. Ocurre aproximadamente
cada 12 horas en promedio y esta asociada con la atraccion gravitacional de la Luna y el
Sol sobre los océanos de la Tierra. Asi mismo, (Gonzalez, Portillo, & Baca, 2022)
establecen que el ciclo de las mareas incluye la pleamar (cuando el agua sube) y la
bajamar (cuando el agua desciende). La altura de la pleamar y bajamar puede variar segln
la ubicacion geografica y otros factores, como la topografia del fondo marino y la forma

de la costa.

Segin (Guachami, 2021), la zona intermareal se distingue por sus
constantes y abruptas variaciones, provocadas por el movimiento de las mareas. En
contraste, el area cercana a la linea de bajamar experimenta periodos méas prolongados de
cobertura de agua, lo que la diferencia de la linea de pleamar, que es muy activa y

dinamica para la flora y fauna que la habita.
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6.7 Parametros Biologicos de un estero

6.7.1.1 Vibrios

Los Vibrios son un conjunto de bacterias que pueden servir como un marcador de
la calidad del agua, dado que su presencia estad condicionada por factores ambientales
como la temperatura, la salinidad, la disponibilidad de nutrientes y elementos biolégicos
(Thompson & Polz, 2006). (Zuniga, Martinez, & Carrasco, 2022) indican que los Vibrios
han sido asociados con muchos casos de mortalidad en cultivos de peces, crustaceos y

moluscos.

En la investigacion bibliografica de (Intriago, 2020), sefiala que hay mas de 100
especies de Vibrios en las que resaltan més son los incluyen V. parahaemolyticus; V.

vulnificus; V. alginolyticus; V. cholerae.

Los esteros son ecosistemas acudticos que pueden albergar una variedad de
microorganismos, incluyendo bacterias del género Vibrios. En la investigacion de
(Quesada, 2020) enlista las bacterias del género Vibrios que causan enfermedades
directamente relacionadas con el consumo de organismo infectados entre los cuales se

tiene; Vibrios cholerae y Vibrios parahaemolyticus.

Vibrios cholerae: Esta es una de las especies mas conocidas de Vibrios y es el
agente causante del colera, una enfermedad gastrointestinal grave. Aunque el clera es
mas comun en regiones con condiciones de saneamiento deficientes, Vibrios cholerae

puede encontrarse en esteros y areas costeras (Huamanchumo, 2021).

Vibrios parahaemolyticus: Esta especie de Vibrios se encuentra en agua de mar y

esteros y es conocida por causar enfermedades alimentarias cuando se consume mariscos
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crudos o mal cocidos contaminados. Puede provocar gastroenteritis aguda (Lopez, Pardio,

Flores, Itzcoatl, & Uscanga, 2023).

V. parahaemolyticus estan vinculados con las alteraciones fisicas, quimicas y
bioldgicas del entorno. Por ejemplo, se observa que la cantidad de V. parahaemolyticus

aumenta a medida que la temperatura del agua se incrementa (Barrantes, 2023).

Vibrios alginolyticus: Es otra especie de Vibrios que se encuentra en ambientes
marinos y esteros. Aunque generalmente causa infecciones menos graves que las especies

anteriores, puede causar infecciones de oido y heridas (Gonzélez & Bravo, 2020).

6.7.1.3 Pseudomonas

(Pinzén, 2019) plantea que las bacterias que forman parte del género
Pseudomonas se encuentran en diversos ambientes acuaticos, incluidos los estuarios. Esta
bacteria es conocida por que se adaptan a cualquier ambiente, lo que le permite
desarrollarse en una variedad de condiciones ambientales. EI nombre que se le da al
género de bacilos aerobios de la familia Pseudomonadaceae, es Pseudomonas, poseen

flagelos polares y no son formadoras de esporas.

Posee flagelos polares los cuales permiten el movimiento en liquido. Tiene un
pigmento caracteristico fluorescente, es este el que permite que reaccione frente a la luz
ultravioleta, sin embargo, en diversas ocasiones no fluorece cuando el cultivo tiene poco

tiempo de haberse realizado (Pérez, Coto, Echemendia, & Avila, 2015).

Segun (Fernandez, 2018), afirma que existen diversas especies de Pseudomonas
como Pseudomonas aeruginosa, la cual es una especie que se encuentra en varios habitats
acuaticos, es una especie que se caracteriza debido a que posee la capacidad de adaptarse
en ambientes hostiles.
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Los cultivos de colonias de Pseudomonas aeruginosa se representan por un color
caracteristico azul verdoso, el cual se debe a su produccién de pigmentos fluorescentes,
como la piocianina, este tiene un color azulado y la pioverdina, el cual se caracteriza por
un color amarillo verdoso, también la piomelanina, de colores marrén negruzco y

piorrubina color rojizo (Catalan, 2023).

(Weimer, Kohlstedt, Volke, Nikel, & Wittmann, 2020) plantean que
Pseudomonas putida es una bacteria Gram negativa con forma de bastdn, frecuentemente
aislada del agua, plantas y suelos. Se conoce por ser de caracter oportunista. y capacidades
nutricionales poco exigentes, crecimiento rapido, como, asi como robustez a los desafios

con estrés oxidativo y quimicos toxicos.

6.8 Concentracidn bacteriana de un estuario

Concentracion | Lugar

Tipo de bacteria Fuente bibliogréfica
UFC/ml
Bacterias El Salvador
91000 (Quintanilla A. , 2020)
heterétrofas
Vibrios 200 Machala (Bustamante, 2022)

El Sal4vador (Quintanilla &  Castro,
Pseudomonas 750
2022)

Tabla 1 Concentracién bacteriana en estuarios de diferentes localidades geograficas
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CAPITULO 111

7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Materiales, equipos y sustancias

7.1.1 Materiales

e C(Cajas Petri

e Tubos de ensayo

e Botellas plasticas

e Vaso de precipitacion
e Micropipeta

e Hielera

7.1.2 Equipos

e Autoclave
e Incubadora

e Microondas

7.1.3 Sustancias

e Agar TCBS

e Agar cetrimide

e Agua del estero Huayla
e Glicerol

e Alcohol

Compresas de gel frias
Mechero
Gramera
Jeringas

Azas



7.2 Métodos

7.2.1 Tipo de investigacion

Investigacion experimental cuantitativa, en donde se analizaron la variacién
bacteriana en relacion con el efecto intermareal para determinar en qué tipo de marea se
presenta una mayor concentracion de bacterias. Se analizaron parametros fisico-quimicos
(pH, temperatura, turbidez) y parametros bioldgicos (Vibrios y Pseudomonas) de las

muestras tomadas del estero Huayla.

7.2.2 Ubicacién de la investigacién

La investigacion fue realizada en el laboratorio de sanidad vegetal, el cual se
encuentra ubicado en la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Técnica

de Machala.

7.2.3 Ubicacion del area de estudio

La investigacion fue realizada en un punto del estero Huayla cerca al Yacht Club

de Puerto Bolivar, rodeada de una bahia comercial de insumos acuicolas y de pesqueria.
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Figura 1 obtenido de Google maps (2023) Ubicacion del proyecto -3.259940, -79.988394

Punto 1: P1
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-3.259423, -79.986757 (Obtenido de Google Earth)

7.2.4 Variacion de bacterias Heterdétrofas, Vibrios, durante el estado pleamar

y bajamar.

Para saber la variacion de bacterias heterdtrofas, Vibrios y Pseudomonas se
tomaron muestras en el estero Huayla durante el ciclo de marea en los meses de
noviembre y diciembre del 2023, se tomaran muestras cada 4 dias, las cuales fueron
llevadas a las instalaciones de la Facultad de Ciencias Agropecuarias (FCA) en donde se
realizaron cultivos microbiolégicos mediante la técnica de siembra en placa utilizando
agar TCBS para Vibrios y agar CETRIMIDE para Pseudomonas, para realizar la

identificacion de microorganismos, clasificarlos y cuantificarlos.

7.2.5 Tomas de muestra de agua

Las muestras fueron recolectadas del Estero Huayla en un punto especifico, a las
06:00 AM, y 12:00 PM a una profundidad de 40 cm y almacenadas en botellas plasticas

de 100 ml.

7.2.6 Traslado de las muestras recolectadas

Las muestras recolectadas en Puerto Bolivar en el muelle “CARLIN” fueron
llevadas inmediatamente al laboratorio de sanidad vegetal de la FCA, para la siembra en
placa, el tiempo que duro el traslado fue de 15 minutos desde el punto de recoleccion al

laboratorio.
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7.2.7 Preparacion de cultivo

En el laboratorio las muestras fueron colocadas en un vaso de precipitacion,
mientras que a la vez se prepararon los implementos que se utilizaron para que la siembra

ya esterilizados.

7.2.8 Preparacion de medios de cultivo

Para el agar TCBS se utiliz6 la relacion de 89.1 gramos de agar por cada litro de
agua, la cantidad preparada fue de 13.36 gr en 150 ml de agua destilada para la

preparacion de 14 placas mono Petri de plastico.

Para el agar Cetrimide se utilizé una relacion de 46,7 gramos por cada litro de
agua, la cantidad preparada fue de 7 gr de agar para 150 ml de agua destilada y 10 ml de
glicerol para 1000 ml de la misma agua, por ello, se utilizd 1 ml de glicerol. Este agar
requiere esterilizacion en autoclave a 121 °, durante 15m, luego de enfriar se colocé en

14 placas mono Petri de plastico.

7.2.9 Siembra en caja Petri

Una vez preparado el agar, se colocd 10 ml dentro de cada placa para formar una
delgada pelicula en el fondo de la caja Petri, se esperara un tiempo de 20 minutos para
que se solidifique el agar y esté listo para aplicarle la muestra a estudiar por medio de un

rayado.

7.2.10 Dilucién sucesivas de la muestra

Se aplicaron disoluciones de la muestra original hasta 1:10 y 1:100 para bajar la

concentracion teniendo una mejor vision cuantitativa de bacterias presentes.
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7.2.11 Parametros fisico-quimicos

e Temperatura y Oxigeno

Se realizaron mediciones directas de temperatura y oxigeno en el Estero Huayla
utilizando un oxigenometro. Después de encender el equipo, se llevé a cabo una
calibracion utilizando agua esterilizada. Posteriormente, se registr6 una salinidad cercana
a los 30 UPS, se sumergio la sonda en el agua y se esperé a que los valores se

estabilizaran.

opH

Para la toma de pH se utiliz6 un pHmetro. Los valores que brindan fluctdan en
una escala que abarca de 0 a 14, donde O denota alta acidez, 7 indica neutralidad, y 14
representa una elevada alcalinidad. Se encendio el pHmetro y se procedio a calibrarlo lo
cual es fundamental previo a su utilizacion, se colocdé una muestra en un vaso y se

procedié a tomar el pH.

e Salinidad

Para la toma de salinidad, se coloc6 una muestra en un vaso y se calibro el equipo
con agua destilada, luego se lo sumergi6 en la muestra, se esperd que los valores se

estabilicen y luego se volvid a calibrar para guardar el equipo.

e Turbidez

Para la toma de la turbidez se utilizd un disco secchi elaborado en casa de manera
artesanal, el cual en la soga tenia una distancia de 40cm entre nudos con un disco de

madera pintado de blanco y negro.
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CAPITULO IV

8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Resultados generales

La (tabla 1) muestra los resultados generales del estudio en el estero Huayla. Se muestra
resultados de 22 muestras totales obtenidas durante el monitoreo de Vibrios y
Pseudomonas en 8 semanas de trabajo de campo entre noviembre y diciembre del 2023
en un total de 11 dias de muestreo. Durante el mes de noviembre del 2023, se realizaron
7 muestreos en los que cada semana se visitd dos ocasiones el sitio para la obtencion de
muestras. En cada dia ocurrieron dos muestreos uno para pleamar y otro para bajamar.
En diciembre 2023, se realizaron 4 muestreos en cuatro semanas sucesivas para realizar
un seguimiento de las fases de Luna Llena y nueva. Adicionalmente el cuadro muestra

los resultados de los principales pardmetros abidticos.
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Semanas |Dia/fecha | HORA MAREA Estado lunar | VIBRIOS UFC/ml | PSEUDOMONAS UFC/ml (Temperatura (C) Salinidad(UPS) ~ PH  Oxigeno (mg/L) Turbidez (cm)
:00a. m. Baj 2 27 741 1 2
Lunes 06/11 6:00a. m ajamar Normmal 55 968 6,5 63 S 59 5
Sermana 1 12:00 p. m. Pleamar 41,67 26,67 271 28,61 7,56 711 72
6:00a. m. Bajamar 148,33 513 27,2 215 744 6,17 51
Jueves 09/11 Normal
12:00 p. m. Pleamar 596,67 323,33 26,4 28,64 7,61 6,25 55
6:00a. m. Baj 243,33 13183 28,1 27,62 731 6,21 57
Semana 2 |Lunes 13/11 .M Jamar Aguaje (Luna Nueva) ! ' : ' ' '
12:00 p. m. Pleamar 51,67 68,33 21,7 28,63 743 7,34 66
6:00a. m. Pleamar , 1,67 61,67 271 27,62 711 6,05 62
Lunes 20/11 , Luna creciente
Semana 3 12:00 p. m. Bajamar 0 0 28,2 28,63 7,46 7,01 57
6:00a. m. Bajamar 35 665 274 27,64 733 6,5 50
Jueves 23/11 Normal
12:00 p. m. Pleamar 41,67 926,67 26,5 28,63 7,56 6,11 55
Lunes 27/11 6:00a. m. Plgamar Aguaie (Luna llena) 80 8,33 26,1 28,59 7,67 7 61
Semana 4 12:00 p. m. Bajamar 945 46,67 272 27,64 7,59 6,1 57
6:00a. m. Pleamar 13,33 183,33 26,7 27,61 744 7,06 55
Jueves 30/11 _ Normal
12:00 p. m. Bajamar 91,67 86,67 28,6 28,67 7,28 6,55 53
6:00a. m. Pl 938,33 1180 23,5 28,61 7,51 6,17 66
Semana 5 Martes 05/12 2.m e'amar Luna menguante ' : ' ' '
12:00 p. m. Bajamar 946,67 1668,33 239 28,64 759 6,25 52
6:00a. m. Pleamar 10 3866,67 24,12 28,66 7,56 6,21 59
Semana 6 Martes 12/12 _ Aguaje (Luna nueva)
12:00 p. m. Bajamar 176,77 7835 24,61 28,63 7,24 734 51
6:00a. m. Bajamar ‘ 908,33 46,67 25,2 28,61 7,28 6,05 49
Semana 7 Martes 19/12 Luna creciente
12:00 p. m. Pleamar 121,67 0 24,8 28,68 721 7,01 57

Tabla 2 Resultados del monitoreo de la concentracion microbiana de Vibrios y Pseudomonas en el estero Huayla entre noviembre - diciembre

ANNa m

Plaamar

17677

del 2023

n
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8.1.1 Variacion en la concentracion de Vibrios en el Estero Huayla

La Figura No 2, muestra la concentracion de Vibrios durante el muestreo en el Estero Huayla.
En el eje de las X se el nUmero de muestreos entre noviembre y diciembre del 2023 y en el eje

Y la concentracion de bacterias.
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Figura 2 Variacion de la concentracion de Vibrios durante el muestreo en pleamar y
bajamar en el estero Huayla

La concentracion de Vibrios en bajamar durante la primera semana alcanzd 596,7
UFC/ml, pero de manera inmediata en la semana dos descendié a 51,67 UFC/ml, en la semana
3 ocurrié un declive y posterior aumento de la concentracion bacteriana. Asi mismo, en la
semana 4 ocurrié un descenso, que se mantuvo hasta la semana 5 la cual coincidid con el estado
de Luna Menguante se vio un incremento drastico en comparacion a la semana anterior, semana
6 decrecio a 176,8 UFC/mI, en semana 7 aumento levemente y en la semana 8 volvio a

aumentar.

Se observa que la concentracion de Vibrios en pleamar fue de 55 + 148,3 UFC/ml en la

primera semana, posteriormente en la semana 2 increment6 a 243,4 UFC/ml, se observa que en
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la semana 3 existio un descenso brusco, obteniendo 0 £ 35 UFC/ml, en la semana 4 incremento
de manera exponencial el primer muestreo de la semana a 945 UFC/ml, y descendio en el
segundo muestro a 91,67 UFC/ml, en la semana 5 se evidencio un incremento a 946,7 UFC/ml
y posteriormente se observa un descenso a 176,8 UFC/ml en la semana 6. Finalmente se

evidencia un incremento en los muestreos realizados en las semanas subsiguientes.

La figura No 2, muestra también las fases lunares durante el presente estudio,
demostrando que el estado lunar influye en la concentracion de Vibrios dentro de aguas
estuarinas. El tiempo de muestreo del presente estudio tuvo dos eventos de Luna Llena clara,
dos eventos de Luna Llena obscura, dos eventos de Luna Creciente y un evento de Luna

Menguante.

El analisis estadistico (p< 0,05) demostrd que existen dos grupos bien diferenciados. El
grupo uno compuesto por la Luna Nueva Luna Creciente y normal (no luna), el grupo dos esta
conformadas por Luna Menguante, y la Luna Llena es estadisticamente similar (p< 0,05) entre
el grupo A y el grupo B. Sin embargo, es importante considerar que estos resultan de 11
muestreos, por tanto, se requiere un monitoreo mas constante para identificar con mayor

claridad estos resultados estadisticos.

8.1.2 Variacion en la concentracion de Pseudomonas en el Estero Huayla

La figura No 3, muestra la concentracion de Pseudomonas durante el muestreo en el Estero
Huayla. En el eje de las X se observa el nimero de muestreos entre noviembre y diciembre del

2023 y en el eje Y la concentracion de bacterias
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Figura 3 Variacion de Pseudomonas durante el muestreo en pleamar y bajamar en el estero Huayla

La concentracion de Pseudomonas en bajamar se observa que la primera semana (1-2)
alcanz6 968 + 513 UFC/ml, pero de manera inmediata en la semana dos (3) increment6 a 1318,3
UFC/ml, en la semana 3 (4-5) ocurrié un declive y posterior aumento de la concentracion
bacteriana. Asi mismo, en la semana 4 (6-7) aumento levemente, la semana 5 (8) la cual estaba
intervenida por Luna Menguante se vio un incremento drastico en comparacion a la semana
anterior, semana 6 (9) se increment6 a 7835 UFC/ml, en la semana 7 (10) disminuyd

considerablemente a 46,67 UFC/ml y en semana 8 (11) nuevamente disminuyo.

Se observa que la concentracion de Pseudomonas en pleamar fue de 26,67 + 323,33
UFC/ml en la primera semana (1-2), posteriormente en la semana 2 (3) descendi6 a 1318,3
UFC/ml, se observa que en la semana 3 (4-5) existio un incremento, obteniendo 61,67 + 926,67
UFC/ml, en la semana 4 (6-7) disminuyd a 8,33 durante el primer muestreo de la semana, y se
incrementd levemente en el segundo muestro a 183,33 UFC/mI, en la semana 5y 6 (8-9) se

evidencié un incremento exponencial de 1180 y 3866,7 UFC/ml respectivamente, y
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posteriormente se observa un descenso bruscos a 0 UFC/ml en los muestreos realizados en las

semanas subsiguientes.

La figura No 3, muestra también las fases lunares durante el presente estudio,
demostrando que el estado lunar influye en concentracion de Vibrios dentro de aguas estuarinas.
El tiempo de muestreo del presente estudio tuvo dos eventos de Luna Llena clara, dos eventos

de Luna Llena obscura, dos eventos de Luna Creciente y un evento de Luna Menguante.

En la Figura No 3 se expresa que la marea con mayor concentracion de microorganismos
es la bajamar, pero los picos de concentraciones de microorganismos son muy distintos a la
grafica de Vibrios, este efecto se debe a que las Pseudomonas son antagonicas con los Vibrios
dando como resultado la variacién inversa de datos de la Figura No 3 teniendo un pico muy
superior en la semana 5, y teniendo un declive muy abrupto en la semana 6, opuesto a los grafica

de Vibrios.

El andlisis estadistico (p<0,05) demostrd que existen dos grupos bien diferenciados. El
grupo uno compuesto por la Luna Llena, Luna Creciente y normal (no luna), el grupo dos esta
conformadas por Luna Nueva, y la Luna Menguante es estadisticamente similar entre el grupo
Ay el grupo B. Sin embargo, se es importante considerar que estos resultan de 11 muestreos,
por tanto, se requiere un monitoreo mas constante para identificar con mayor claridad estos

resultados estadisticos.

8.2 Parametros Fisico-quimicos

8.2.1 Temperatura

En la Figura No 4 la fluctuacién de la temperatura durante el muestreo en pleamar y bajamar
en el estero Huayla va desde 26,1 a 27,7 de 26,5 a 28,6 respectivamente. No existe una
diferencia significativa.
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Figura 4 Fluctuacion de la temperatura durante el muestreo en bajamar y pleamar en el estero
Huayla
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Figura 6 Concentracion de Pseudomonas en relacion con la
temperatura

En la gréfica se pudo observar que hay una concentracion méxima de Vibrios de 1846,66
UFC/ml a una temperatura de 24,7 °C, a una temperatura de 28,2 no se encontr6 la presencia
de Vibrios dentro del estudio. En Pseudomonas la concentracion maxima fue de 3866,67 a una

temperatura de 24,2 °C, no se detecté Pseudomonas a una temperatura de 28,2 °C.
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8.2.2 pH

En la Figura No 5 se detecta la fluctuacion de pH durante el muestreo en pleamar y bajamar en

el estero Huayla se vio afectado directamente por la temperatura y salinidad, como se observa

en la fecha 20 de noviembre en la cual en baja mar se vio una variacion brusca de pH en

comparacion con las muestras siguientes.

Figura 7 Fluctuacién del pH durante el muestreo en bajamar y pleamar en el estero Huayla
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En la gréafica se pudo observar que hay una concentracion maxima de Vibrios de 1846,66
UFC/ml a un pH de 7,23, a una pH de 7,46 no se encontré la presencia de Vibrios dentro del
estudio. En Pseudomonas la concentracion maxima fue de 3866,67 a pH de 7,56, no se detect6

Pseudomonas en un rango de pH de 7,11 a 7,21.
8.2.3 Oxigeno

En la Figura No 6, se observa que la fluctuacion de la oxigeno durante el muestreo en pleamar
y bajamar en el estero Huayla es minimo dando un valor promedio en pleamar de 6,7 mg/L y

en bajamar de 6,35 mg/L
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En la gréfica se pudo observar que hay una concentracion maxima de Vibrios de 1846,66
UFC/ml a una concentracion de oxigeno de 6,1 mg/la, a una concentracion de oxigeno de 7,01
mg/lt no se encontrd la presencia de Vibrios dentro del estudio. En Pseudomonas la
concentracion méxima fue de 3866,67UFC/ml a una concentracion de oxigeno de 6,21 mg/It,

no se detectd Pseudomonas a una concentracion de oxigeno de 7,00 mg/It.

8.2.4 Turbidez

En la Figura No 7, se aprecia una ligera fluctuacion en la temperatura durante el
muestreo pleamar y bajamar en el estero Huayla. En pleamar, se registré una mayor turbidez
en comparacion con bajamar, principalmente debido a la presencia de sélidos en suspension,

barro y fitoplancton en menor cantidad.
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Figura 13 fluctuaciones de la turbidez durante el muestreo en bajamar y pleamar en el estero
Huayla
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En la gréfica se pudo observar que hay una concentracion maxima de Vibrios de 1846,66
UFC/ml a una turbidez de 52 cm, a una turbidez de 57cm no se encontrd la presencia de Vibrios
dentro del estudio. En Pseudomonas la concentracion maxima fue de 3866,67 UFC/ml a una

turbidez de 59 cm, no se detecté Pseudomonas a una turbidez de 58 cm.
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8.2.5 Salinidad

En la Figura No 8, se observa una fluctuacion de la salinidad durante el muestreo de pleamar y

bajamar en el estero Huayla se da debido a que en el mes de noviembre se presentaron lluvias

pasajeras que alteraban la proporcion de agua dulce y salada por lo que se observo fluctuaciones

en este parametro.

Figura 16 Fluctuacion de la salinidad durante el muestreo en bajamar y pleamar en el estero Huayla
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En la gréafica se pudo observar que hay una concentracion maxima de Vibrios de 1846,66
UFC/ml a unasalinidad de 28,71 UPS, a una salinidad de 28,63 UPS no se encontrd la presencia
de Vibrios dentro del estudio. En Pseudomonas la concentracion maxima fue de 3866,67
UFC/ml a una salinidad de 28,66 UPS, no se detectd6 Pseudomonas a una salinidad de 28,5

UPS.
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9. DISCUSION

El presente estudio analizé la concentracion de Vibrio sp y Pseudomonas sp en el agua
del estero Hualya de la ciudad de Machala, provincia de EI Oro durante los dos ultimos meses,
noviembre y diciembre del 2023. Los resultados encontrados contrastan con los obtenidos en
cuanto a Vibrios (339.55UFC/ml), en otras regiones similares a las del estero Huayla. Por
ejemplo, el trabajo de (Bustamante, 2022), sobre la contaminacion por lixiviados en el Estero
Casa Camardn mostré concentraciones de Vibrios sp de 100 y 200 UFC/ml, valores
significativamente inferiores a los encontrados en el estero Huayla. Esto sugiere que la
contaminacion en el Estero Casa Camardn es menor que en el estero Huayla, posiblemente

debido a diferencias en la fuente y el tipo de contaminantes.

En contraste, en el estudio de (Cordoba, Espinosa, & Vivas, 2022), en la Ciénaga Grande
de Santa Marta, se encontré una relacion entre la temperatura, la salinidad y la cantidad de
Vibrios presentes. Aunque las concentraciones de bacterias fueron altas (50,6 - 154,6 UFC/100
ml) en noviembre de 2017 y enero de 2018 respectivamente, fueron inferiores a las obtenidas
dentro de este estudio realizado en el estero Huayla en Machala, donde se registré un promedio
de 339,55 UFC/ml de Vibrio sp. Esta diferencia podria atribuirse a variaciones en las
condiciones ambientales y las actividades humanas en cada zona, lo que destaca la importancia
de considerar multiples factores en los estudios de calidad del agua. Los mismos autores,
establecen que en cuanto a Vibrios la salinidad influye en la proliferacion de V. cholerae ya que
esta aumenta su concentracion cuando la salinidad baja, esto ocurre en épocas frias donde hay
mayor presencia de lluvias. En los resultados obtenidos de parametros fisico-quimicos en el
estero Huayla se pudo observar el aumento y descenso de la salinidad del agua por el efecto de
las Iluvias que se producian en horas de la mafiana, sin embargo, los resultados no muestran

una relacion positiva entre la salinidad y la concentracion de Vibrios.
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Por otro lado, (Quintanilla & Castro, 2022), encontraron una concentracion de
Pseudomonas de 281 UFC/ml en un estudio en el Golfo de Fonseca y el Estero EI Chapernal,
mientras que en el estudio realizado en el estero Huayla se obtuvieron resultados de 900,12
UFC/ml. Esta diferencia podria ser influenciada por diversos factores ambientales y humanos.
Los mismos autores también establecieron que la temperatura ideal para el crecimiento
bacterioldgico de los Vibrios tiene que ser superior a los 17 °C, pero en el presente estudio, las
temperaturas fluctuaron entre 23 a 28 g C., sin haberse encontrado relacion entre la temperatura

y la concentracion de Vibrio.

En la region costera del Ecuador durante el dia se sucede dos estados intermareales bien
definidos, cominmente denominados pleamar y bajamar. La pleamar es el estado de mas
altitud, es decir esta influenciado por abundante presencia de agua en las costas; en cambio, la
bajamar es de menor altitud y se sucede en el momento en el cual el agua se aleja de las costas,
muchas veces dejando percibir las zonas de sedimentacidn en sitios o areas muy bajas. Esto
permite entender que podria estar ocurriendo un efecto de Re suspension de sedimentos en
momentos en los que sube la marea con alta intensidad. A deméas hay que considerar el alto
trafico con motor fuera de borda en el estero, lo cual podria tener incidencia en el aumento de

la concentracion de bacterias en pleamar, pero que no fue objeto de estudio en este trabajo.

la batimetria del lugar de estudio hace posible la répida propagacion de ciertos
microorganismos como los Vibrios y Pseudomonas ayudadas con los efectos mareales. Por
ejemplo, en bajamar se levantan solidos disueltos depositados en el fondo del estuario y se
podria suponer que estos microorganismos se adhieren a estos sedimentos teniendo un lugar de
Optimo de crecimiento para su facil reproduccion con las condiciones climaticas propias del

lugar.
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Por otro lado, el estado intermareal recibe influencia de la fase lunares como Luna Llena,
Luna Menguante y Luna Creciente. Respecto a las diferentes fases lunares, los resultados
encontrados en esta investigacion demostraron que las Pseudomonas tienen una mejor
proliferacion en Luna Nueva, efecto que podria ocurrir por la accién gravitatoria potenciada en
el mar, trayendo consigo una mayor masa de agua oxigenada y una variedad de
microorganismos que en conjunto con las condiciones climaticas contribuyen a aumentar la

concentracion de microorganismos en este caso del género Pseudomonas.
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CAPITULO V

10. CONCLUSIONES

Del muestreo realizado entre noviembre y diciembre 2023, se puede concluir que la
mayor cantidad de Vibrios sp, y Pseudomonas presentes fue en bajamar. En pleamar la

concentracién de bacterias fue menor.

A pesar de que en el estero predominan ligeras fluctuaciones de algunos parametros
abidticos, se noto que no existen relaciones significativas entre los parametros oxigeno disuelto,

salinidad, turbidez y temperatura, con la concentracion de Vibrios y Pseudomonas.

La concentracion de bacterias para Pseudomonas y Vibrios fue diferente en pleamar y
bajamar. Para Vibrio sp, la concentracion de bacterias en bajamar fue de aproximadamente tres
veces mas a la de pleamar. Asi mismo la concentracion de Pseudomonas se registro

aproximadamente el doble de concentracion en baja mar comparativamente a la pleamar.

Aunque de este estudio se registraron pocos datos en diferentes fases lunares, es posible
describir la tendencia de la concentracion de microrganismos respecto a la presencia de luna
nuevay llena. Las fases lunares influyen mucho con respecto a la cantidad de microorganismos.
Cuando existe Luna Llena, la concentracion de vibrio sp fue significativamente superior
comparada con Luna Menguante y creciente. EI comportamiento de la concentracion
Pseudomonas en el agua del estero Huayla resulto inverso a lo ocurrido con Vibrio sp y la fase
lunar, es decir fue menor en luna llena y mayor en luna nueva. Es probable que las
concentraciones de bacterias este influenciada por la fase lunar que en si tiene incidencia en la

fuerza intermareal sea pleamar o bajamar.
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11. RECOMENDACIONES

Se debe someter en frio las muestras para asegurar la preservacion de los
microorganismos.
Se recomienda realizar un muestreo en mas de un punto, para poder tener un

conocimiento mas exacto sobre las concentraciones bacterianas presentes en el lugar.
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13. ANEXOS

Tabla 3 prueba de rango de comparaciones multiples de Duncan de la concentracion de
Pseudomonas

Concentracion bacteriana de Pseudomonas Tabla
Duncan?®? 4
Fase lunar N Subconjunto para alfa = 0.05
A B

Luna Llena (Aguaje) 4 16,2500
Luna Creciente 4 27,0850
Normal 8 461,5838
Luna Menguante 2 1424,1650 1424,1650

4 3272,0750

Luna Nueva (Aguaje)
Sig. ,249 ,106
Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armonica = 3,636.
b. Los tamafios de grupo no son iguales. Se utiliza la media armonica de los
tamafios de grupo. Los niveles de error de tipo | no estan garantizados.

prueba de rango de comparaciones multiples de Duncan de la concentracion de Vibrioss

Concentracion bacteriana de Vibrioss

Duncan®®

Fase lunar N Subconjunto para alfa = 0.05
A B

Luna Nueva (Aguaje) 4 120,4425

Normal 8 127,9175

Luna Creciente 4 257,9175

Luna Llena (Aguaje) 4 762,1075 762,1075

Luna Menguante 2 942,5000

Sig. ,069 ,563

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armonica = 3,636.
b. Los tamafios de grupo no son iguales. Se utiliza la media armonica de los tamafios de
grupo. Los niveles de error de tipo | no estan garantizados.
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Figura 20 Recoleccion de muestras Semana 2

Figura 21 Recoleccion de muestras Semana 4 Figura 22 Recoleccion de muestras Semana 3

Figura 24 Recoleccion de muestras Semana 5

Figura 23 Plagueo microbioldgico
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Figura 25 Cultivo en placa de

Figura 26 Cultivo en placa de
Pseudomonas en pleamar (6-11-2023)

Pseudomonas en bajamar (6-11-2023)

Figura 27 Cultivo en placa de Vibrios

54



Figura 28 Cultivo en placa de Vibrios Figura 29 Cultivo en placa de
Bajamar y Pleamar (30-10-23) Vibrios en bajamar (20-11-23)

Figura 30 Cultivo en placa de ) . -
Vibrios en pleamar (20-11-23) Figura 31 Cultivo en placa de Vibrios
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Figura 33 Bajamar en el punto de muestreo

56



